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© Arznefmlttel enthaftend die Unterefnhelt p40 von lnterteukln-12. 



© Die vorfiegende Erfindung betrifft ein Arzneimit- j 
tel enthaftend die Unteretnheit p40 von Interteukin- 
12. Dieses Arzneimittel ist besonders geeignet zur 
Behandlung von Krankheiten, die mit einer Fehlregu- 
latfon des Irnmunsystems einhergehen. 
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definlerten M nge zugesetzt wird. 

Bevorzugt stnd alle diejenigen der genannten 
Verfahren, die natQrliches oder rekombinantes p40 
humanen Ursprungs verwenden. 

En weiterer Aspekt d r Erfindung betrrfft ein 
Diagnostikum enthaltend 11-12 zum Nachweis der II- 
12-Untereinheit p40. Die Anwendung dieses dia- 
gnostischen Mittels kann z. B. analog zu den Bei- 
spielen 1 bzw. 2 erfolgen, indem die eingesetzte 
p40-lnhibrtoraktivitat aus der zu analysierenden 
Probe stammt und 11*12 in einer definierten Menge 
zugesetzt wird. 

Die Erfindung wird aufierdem durch die Bel- 
splele und die AnsprOche eriiutert 

Qewlnnung von IL-12 und p4(h 

Zur Gewinnung von rekombinantem murinen 
IL-12 bzw. der p40 Untereinheit von mlL-12 wurde 
Qber Standardverfahren (Sambrook, J. Fritsch, E., 
Maniatis, T, (1989) Molecular Cloning: A Laborato- 
ry Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 
Gold Spring Harbor, N.Y.) aus murinen Milzzellen 
mRNA isoliert und diese in doppelstr§ngige cDNA 
OberfUhrt 

Unter Verwendung der in Schoenhaut et at. 
(Schoenhaut, D.. Chua, A.O., Wolitzky, A.G.. Quirin, 
P.M., Dwyer. CM., McComas. W., Familletti, P.C. 
Gately, M.K.. Gubler, U. (1992). J. Immunol. 148, 
3433) beschriebenen Primer und unter den vorge- 
gebenen experimentelten Bedingungen wurde eine 
PGR durchgefOhrt, bei der ein etwa 800 Basen- 
paar-Fragment generiert werden konnte. 

Das PCR-Fragment wurde nach Standardver- 
fahren sequenziert (Sambrook J. Fritsch, E., Mania- 
tis, T., (1989) Molecular Cloning: A Laboratory Ma- 
nual, Gold Spring Harbor Laboratory Press, Gold 
Spring Harbor, N.Y.). AIs Ergebnis wurde gefunden, 
daB die experimentel ermittelte cDNA-Sequenz 
identisch mit der publizierten Sequenz der murinen 
p40-Unteretnheit tst. In analoger Weise wurde das 
PCR-Fragment fOr die p35-Untereinheit isoliert und 
sequenziert Zur Bestatigung, daB die nachfolgend 
beschriebenen biologischen . Aktfvitaten tatsachlich 
von IL-12 bzw. von der p40-Untereinheit resultie- 
ren, wurden die PCR-Fragmente einzeln bzw. kom- 
blniert in den Vektor pABstop einkloniert und Uber 
ein Standardverfahren in BHK-21 Zellen stabil ex- 
primiert (ZettlmeiSI G, Wirth. M., Hauser, G., KQp- 
per, HA (1988) Behring Inst Mitteilungen 82, 26). 

Aus KulturOberstanden von transfizierten BHK- 
21 Zellen konnte sowohl biologisch aktives mlL-12 
bzw. elne biologisch aktive p40-Untereinheit von 
mlL-12 isoliert werden. 

AIs Quelle fQr ein natUrliches IL-12 dienten 
QberstSnde der murin n B-Zell-Lymphomalinie A- 
20 (American Type Cultur Collection, ATCC 
TIB208), die ntsprechend der von M ngel et al. 



(s. .) beschriebenen Methode aktiviert wurd . Der 
im A-20 Oberstand von Mengel beschriebene lOslh 
che Mediator wird funktionell mit NKSF verglichen 
und gilt als murines Analog zum humanen IL-12. 
5 Eine weitere Quelle fOr natUrliches IL-12 stelften 
MilzzetlprSparationen dar, di entsprechend der 
von Germann et al. (s.o.) beschriebenen Methode 
hergestellt und aktiviert wurden. Vergleichende Un- 
tersuchungen zeigten, daB das von Germann et al. 

io beschriebene TSF identisch mit mlL-12 1st 

AIs natOrtiche Quelle fOr die p40-Untereinheit 
des murinen IL-12 konnte ein Hybridom isoliert 
werden, das die p40-Untereinheit des murinen IL- 
12 sezemiert Zur Herstellung dieses Hybridoms 

15 wurden weibliche Ratten (Stamm Lewis. ZentraJin- 
stitul fOr Versuchstierkunde, Hannover) mit 1- 
10x10^ murinen T-Zellen, die in Anwesenheit von 
syngenen Monozyten (IxlO^Anl) und rekombinan* 
tern murinem GM-CSF (50 ng/mi) kultivtert worden 

20 waren, zusammen mit CPA (Complete Freuncfs 
adjuvants) subkutan injiziert Zwei wertere Immuni- 
sierungen erfolgten im Abstand von jeweils 2 Wo- 
chen. wobei gletche Zellmengen intraperitoneal inji- 
ziert wurden. 3 Tage nach der letzten Injektion 

25 wurden die Here getdtet und die Milzzellen nach 
dem allseits bekannten Standardverfahren von 
Kohler und Milsteln (Nature 256, p. 495ff; 1975) mit 
den Zellen der murinen MyeJoma-Zellinte SP2/F0 
fusioniert Die Selektion der auswachsenden Hybri- 

30 doma erfolgte nach Standardverfahren. Untersu- 
chungen, die analog zu dem in Beispiel 1 -darge* 
steltten Experiment durchgefOhrt wurden, zeigten, 
daB Obers&nde eines der fsbfierten Hybridome 
eine inhibrtorische Aktivrtat auf die gamma-tnterfe- 

35 ron Freisetzung besitzt Aus dem KuHurOberstand 
dieses Hybridoms wurde in Anlehnung an das pu- 
bnzterte Verfahren von Kobayashi et al. ein sezer- 
niertes Protein gereinigt (Kobayashi, M.; Fritz. L, 
Ryan. M.. Hewick, R.M., Clar. S.C., Chan, S., Lou- 

40 don, R, Sherman, F., Perussia, B., Trinchieri, G. 
(1989) J. Exp. Med. 170, 827). Nach Reinigung 
Uber reverse phase HPLC wurde die isoliere Pro- 
teinfraktion in einer SDS-Page aufgetrennt, es wur- 
de eine dominant© Proteinbande im Bereich von 

45 etwa 40-45 kDdal gefunden. Sequenzverglefche be- 
statigten, daB das hier isoliert© Protein identisch 
mit der p40 Untereinheit des murinen IL-12 1st 

Das Arzneimittel wird schlieBlich nach dem 
Fachmann an sich bekanntem Verfahren herge- 

so stelft. Die ll-12-Untereinheit p40 (* der Wirkstoff) 
wird entweder als solche oder in Kombination mit 
! geeigneten pharmazeutischen Zusatz* oder Hilfs- 
stoffen sowie physiologisch annehmbaren L5- 
sungsmrtteln in einer wirksamen Konzentration ein- 

55 gesetzt 
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Beispiel 1: 

Inhibition der IL-12 induzierten gamma-IFN Freiset- 
zung durch p407IL-12 

Zur Induktion der gamma-IFN Freisetzung war- 
den 5x10 s Milzzellen von BALBfc-M3usen fOr 48 
Std. in Anwesenheit bzw. Abwesenhert von rekom- 
binantem oder natOrlichem mlL*12 und IL-2 in den 
jeweils angegebenen Konzerrtrationen kuttiviert 
Nach 46 Std. Kuttur wurde der Oberstand der Milz- 
zellen geemtet und dieser zellfrei zentrifugiert Der 
gamma-IFN-Gehatt des Oberstands wurde in kom- 
merziell ert&ltlichen ELISA-Systemen (z.B. 
Intertest™ -gamma, Mouse IFN-gamma EUSA-kit, 
Genzyme) bestimmt Die Quantrfizierung von gam- 
ma-IFN aus dem KutturOberstand aktivierter Milz- 
zellen erfolgte im Vergleich zu rekombinantem mu- 
rinen gamma-IFN (Genzyme). EJn typisches Experi- 
ment 1st in der Abbildung dargestellt WIe die Da- 
ten zeigen, ftlhrte die Kultiviemng von murinen 
Milzzellen mit IL-12 dosisabhdngig zu einer gam- 
ma-lnterferon-Freisetzung von > 5 ng/ml. Wurden 
jedoch (fie Milzzellen bei Kulturbeginn rrut rekom- 
binantem murinen p4G/lL-12 oder mil Hybridoma- 
Oberstand, der die natOrliche p40 Untereinheit von 
mlL-12 errthiett vorinkubiert und anschlieBend mit 
mlL-12 stimuBert, so wurde die IL-12 abhSngige 
gamma-IFN Synthase um mindestens 50 % inhi- 
biert Dieses hier vorgestellte Beispiel zeigt, daB 
sowohl rekombinantes p40/IL-12 ais auch Hybrido- 
ma-Oberstand, der die natOrliche p40 Untereinheit 
von mlL-12 enthSIt, in der Lage ist, die IL-12 indu- 
zierte gamma-INF Synthase zu inhibteren. 

Beispiel 2: 

Inhibition der IL-12 induzierten NK-Zellaktivit3t 
durch p40/IL-12 

Milzzetlen von C57BL6 Mausen wurden in ei- 
ner Zeildlchte von 5-1 0x1 0 6 Zellen/ml in 24-Loch 
Costar-Ptatten fOr 18 Std. bei 37* C in serumfreiam 
Iscove's Medium kultiviert Die Kultivierung der 
Milzzetlen erfolgte in unterschiedlichen Konzentra- 
tionen von rekombinantem oder natOrlichem muri- 
nen IL-12. Nach 18 Std. wurden die Zellen geem- 
tet, die Zeflzahl der lebenden Zelten durch Trypan- 
blau FSrbung bestimmt und die zytolytische Aktivi- 
tSt in einem 5-stOndigen s, Cr-Freisetzungstest be- 
stimmt Als Zielzellen dienten YAC-1 Zellen (ATCC 
TIB160). Die s, Cr-Markierung der Zielzellen und 
die TestdurchfOhrung erfolgte nach Standardme- 
thoden (z. B. Schoenhaut D.S. et al. (1992) J. 
Immunol. Vol. 148. No. 11, pp. 3433-3440). Die 
VerhSttnlsse von Effektor- zu Zi Izelfen betrugen 
typischerweise 100:1 f 50:1, 25:1, 12.5:1. Die %- 
spezifische Zytolyse wurde kalkuliert als (%-Lyse 



der Experimentalgruppe • % Spontantyse) : (% 
MaximaJlyse - % Spontanlyse) x 100. Durch Vorin- 
kubation von C57BL/B-Milzzellen mit IL-12 konnt 
die spezifische Zytolyse gegenOber Ausgangskon- 

5 troite (Ratio 50:1) um mindestens das 5fach ge- 
steigert werden. Wurden unter gleichen Kutturbe- 
dingungen die Milzzellen Jedoch zusStzlich mit re- 
kombinantem oder natOrlichem murinen p40/IL-12 
vorinkubiert so wurde die IL-12 abhSngige Zytory- 

io se wiederum um mindestens 50% inhiWert 

PatentansprUche 

1. Arzneimrttel enthattend eine natOrliche oder re- 
f5 kombinante mogRcherweise modffizterte Unter- 
einheit p40 von 11-12 aus SSugem. 

2. Arzneimrttel nach Anspruch 1, enthaitend p40 
humanen Ursprungs. 

20 

3. Diagnosticum enthattend eine natOrliche oder 
rekombinante, mdglicherwelse modrfiztarte Un- 
tereinheit p40 von n-12 aus SSugem. 

25 4» Diagnostikum nach Anspruch. 3, enthaitend p40 
A humanen Ursprungs. 

5. Verwendung der natOriichen oder rekombinan- 
ten, mdghcherweise modifizierten Untereinheit 

30 p40 von IM2 aus SSugern zur Herstetlung 
etnes Arzneimittels zur Behandlung pathoiogi- 
scher Zustinde, die mit einer Dysregulaoon B- 

j 1 2-vermittetter AktivitSten einhergehen. 

35 6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB p40 humanen Ursprungs verwen- 
det wird. 

7. Verwendung der natOriichen Oder rekombinan- 
40 ten, mdglicherweise modifizierten IM2-Unter- 
einheit p40 aus SSugem in einem Verfahren 
zum Nachweis von 11-12 in menschlichen Kdr- 
perflUssigkeiten. 

45 8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB p40 humanen Ursprungs verwen- 
det wird. 

9. Verfahren zum Nachweis der IM2-Untereinheit 
so p40 in KdrperflUssigkeiten. 

10. Verfahren zur Herstellung eines Arzneimittels 
nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
dafl man den Wirkstoff mit einem physiolo- 

55 gisch armehmbaren Ldsungsmittel und gege- 

benenfalls weiteren Zusatz- Oder Hitfsstoffon In 
ein zur parenteralen Applikation geeignete 
Darreichungsform bringt 
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